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Beschreibung 

5 

Verfahren zur Herstellung von L-Phosphinothricin durch enzymatische 
Transaminierung mit Aspartat 

Die Erfindung betrifft das technische Gebiet der Synthase von Pflanzenschutzmittel- 
10 wirkstoffen, insbesondere die Synthase von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyI) 

buttersaure (L-Phosphinothricin. L-PPT) aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo- 

buttersaure (HMPB, PPO) durch enzymatische Transaminierung in Gegenwart von 

Aspartat in Gegenwart einer PPO-spezifischen Aspartat-Transaminase (Asp-TA). 

Die Verbindung L-PPT, deren Salze und einige Derivate davon sind herbizid 
15 wirksame nicht-proteinogene Aminosauren bzw. Salze und Derivate davon (DE-A- 

2717440). Die jeweilige L-Form ist dabei biologisch aktiv, wahrend die jeweilige D- 

Form praktisch unwirksam ist (DE-A-2856260). 

Es ist bereits bekannt, daB sich Transaminasen aufgrund ihrer hohen 
20 Stereoselektivitat und einer relativ breiten Substratspezifitat besonders fur die 
chiraie, enzymatische Synthese von Aminosauren aus ihren korrespondierenden 
Ketosaurevorstufen eignen. Ein Nachteil fur den technischen Einsatz von 
Transaminasen ist jedoch ihre Gleichgewichtskonstante von ca. 1 , so da(i das 
gewunschte Produkt im allgemeinen nur in einer 50 % igen Ausbeute entstehen 
25 kann (US-A-4,826,766). In EP-A-^344683 und in US-A-5,221 ,737 wird die 

Herstellung des herbiziden Wirkstoffs L-Phosphinothricin [(L-Homoalanin-4-yl- 
(methyl)phosphinsaure, L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyI)-buttersaure, L- 
PPT)], einer nicht-proteinogenen Aminosaure, durch Transaminierung aus der 
korrespondierenden Ketosaure [(2-Oxo-4-((Hydroxy)(Methyl)Phosphinoyl)- 
30 buttersaure, PPO)] mit 4-Aminobutyrat : 2-Ketoglutarat -Transaminase (GABA- 

Transaminase, EC 2.6.1.19) aus Escherichia co// beschrieben. Fur eine quantitative 
Umsetzung wird ein hoher molarer UberschuB des Aminodonors Glutamat benotigt, 
was die Aufreinigung des Reaktionsproduktes erschwert. 
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Eine Losung dieses Problems ist durch die Verwendung von Aspartat als 
Aminodonor moglich. da die korrespondierende Ketosaure Oxalacetat in waBrigem 
Milieu instabil ist und spontan zu Pyaivat decarboxyliert. Durch die Entfemung eines 
Reaktionsproduktes aus dem Gleichgewicht kann.keine Ruckreaktion stattfinden und 
5 eine quantitative Umsetzung ist auch bei aquimolarem Einsatz von Ketosaure und 
Donoraminosaure moglich. Ein solches Verfahren wird z.B. in der EP-A-01 35846 
beschrieben. 

Die Anwendung dieses Prinzips auf die enzymatische Synthese von L- 
1 0 Phosphin(5thricin war jedoch bisher nicht moglich, da die beschriebene GABA- 
Transaminase Aspartat als Aminodonor nicht akzeptiert und auch keine andere 
Transaminase mit gemeinsamer Spezifitat fur L-Phosphinothricin und Aspartat 
bekannt war. 

15 Hilfsweise wurde ein gekoppeltes 2-Enzym-System, bestehend aus PPT-spezifischer 
Transaminase und Glutamat : Oxalacetat - Transaminase (GOT, EC 2.6.1.1) 
vorgeschlagen (EP-A-0249188 und EP-A-0477902), Bei dieser Reaktionsfuhrung 
wird das bei der Synthese von L-PPT verbrauchte Glutamat mittels GOT aus 
Aspartat regeneriert. Die Aspartat-Transaminase selbst hat keine Spezifitat fur L- 

20 PPT/PPO. Die spontane Umwandlung von Oxalacetat zu Pyruvat fuhrt auch fur die 
Gesamtreaktion zu einer Gleichgewichtsverschiebung in Richtung L-PPT-Synthese. 
Dabei sind quantitative Produktausbeuten bei aquimolarem Einsatz von PPO und 
Aspartat und deutlichem UnterschuB von Glutamat moglich. 

25 Durch diesen gekoppelten EnzymprozeR kann die Uberdosierung der in der 

Substratlosung vorhandenen Donoraminosauren gegenuber der Akzeptorketosaure 
PPO deutlich vermindert warden, was die Aufarbeitung der Produktlosung 
vereinfacht. Jedoch ist bei der gekoppelten Reaktionsfuhrung weiterhin die 
Verwendung von Glutamat erforderlich, das - im Gleichgewicht mit Ketoglutarat - im 

30 Reaktionsprodukt verbleibt oder durch aufwendige Reinigungsverfahren von der 

strukturell sehr ahnlichen Aminosaure L-PPT abgetrennt werden muB. AuBerdem ist 
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die Optimierung der Reaktionsfuhrung mit 2 Enzymen auf Gmnd der 
unterschiedlichen kinetischen Parameter schwieriger als mit einem Enzym. 

Obwohl bisher bekannte Aspartat-Transaminasen, wie z.B. GOT keine Umsetzung 
5 von PPO zeigen, wurden nun uberraschendenA/eise Aspartat-Transaminasen aus 
Mikroorganismen gefunden, die ebenfalls L-PPT/PPO mit hoher Spezifitat als 
Substrat akzeptieren. Diese Enzyme katalysieren eine direkte Ubertragung der 
alpha-Aminogruppe des Aspartats auf PPO. 

10 Gegenstana" der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von 
L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphiny])-buttersaure (L-Phosphinothricin, L-PPT) der 
Formel (I), deren Derivaten und/oder Salzen, 



,CO-OH 



15 H3C P CH2 CH, C 

OH H 

aus 4-(HydrDxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB, PPO) der Formel (II), 

o 00 



20 

H3C P CH2 CHj c c OH 00 

OH 

deren Derivaten und/oder Salzen als Akzeptor durch enzymatische Transaminierung 
25 in Gegenwart von Aspartat als Donor, wobei die Transaminierung in Gegenwart 
einer oder mehrerer akzeptor-spezifischen, vorzugsweise PPO-spezifischen 
Aspartat-Transaminasen (Asp-TA) zu Oxaiacetat und der Verbindung der Formel (1), 
deren Derivate und/oder Salzen erfolgt, vorzugsweise in Gegenwart von einer oder 
mehreren thermostabilen und/oder isolierten Aspartat-Transaminase und ganz 
30 besonders bevorzugt in Gegenwart von einer oder mehreren Aspartat- 
Transaminasen mit einer moglichst geringen Substratspezifitat fur Pyruvat, so daB 



wo 00/66760 



PCT/EPOO/02809 



4 

die Bildung des Nebenprodukts Alanin reduziert Oder weitgehend vermieden warden 
kann. 



Saize von L-PPT sind im allgemeinen Saize mit anorganischen und/oder 
5 organischen Sauren oder Mono- und Disaize mit anorganischen und/oder 

organischen Basen. Saize mit Sauren (Saureadditionssalze) sind beispielsweise 
Saize mit Mineralsauren, wie Salzsaure (Hydrochlorid) oder Schwefelsaure (Sulfate). 
Oder mit Kohlensaure (Carbonate, Hydrogencarbonate) oder mit organischen 
Sauren, wje Essigsaure (Acetate), Ameisensaure (Formiate), Propionsaure 
10 (Prbpiate)*6der Weinsaure (Tartrate), Saize mit Basen sind beispielsweise Alkali- 
und Erdalkaiimetallsaize, Ammoniumsalze, Saize mit organischen Aminen. wie 
primaren. sekundaren oder tertiaren Aminen, und quartare Ammoniumsalze. 

Derivate sind beispielsweise Ester von L-PPT, die an der Phosphinsauregruppe 
15 verestert sind, beispielsweise verestert sind mit Ci-Ci2-Alkanolen wie Methanol, 
Ethanol, n-Propanol, i-Propanol, n-, i- und sec- oder tert-Butanol und Ca-Cs- 
Cycloalkanolen wie Cyclohexanol. Derivate sind auch Ester von L-PPT die alternativ 
Oder zusatzlich an der Carbonsauregruppe verestert sind, beispielsweise mit den 
bereits vorstehend genannten Alkoholen. Derivate sind auch das Carbonamid von L- 
20 PPT und dessen Derivate, gegebenenfalls N-AlkyI oder N,N-Dialkylamide mit 
vorzugsweise 1 bis 4 C-Atomen im Alkylteil. 

Derivate von PPO sind beispielsweise deren Saize mit anorganischen und/oder 
organischen Basen, wobei dafur geeignete Basen bereits im Zusammenhang mit 

25 PPT genannt vairden. Derivate sind beispielsweise auch Ester von PPO, die an der 
Carbonsauregruppe oder der Phosphinsauregruppe oder beiden verestert sind. Als 
Alkohole fur die Estergruppen eignen sich formal die fur Ester von L-PPT geeigneten 
Alkohole, vorzugsweise die dort genannten Alkanole, Derivate sind auch das 
Carbonamid von PPO und dessen Derivaten, die an der Phosphinsauregruppe 

30 verestert sind, sowie gegebenenfalls entsprechende N-Alkyl oder N,N-Dialkylamide. 
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Aspartat bezeichnet vorzugsweise L-Acparginsaure Oder deren Salze, vorzugsweise 
Alkalimetallsalze. Als Aspartat kann aber auch L-Asparaginsaure in Mischungen mit 
D-Asparaginsaure, beispielsweise als racemische D,L-Asparaginsaure eingesetzt 
werden. 

5 

Altemativ kann in dem erfindungsgemaBen Verfahren gegebenenfalls vorhandenes 
Pyruvat aus der Reaktionsmlschung physikalisch, chemisch und/oder enzymatisch 
entfemt werden, vorzugsweise durch Umsetzung mittels enzymatische Katalyse, z.B. 
durch Acetolactat-Synthase (ALS), Pyruvat-Decarboxylase, Pyruvat-Oxidase. 
1 0 insbesondere Acetoiactat-Synthase; ganz besonders bevorzugt erfolgt die 

Umsetzung von Pyruvat in Gegenwart eines relativ thermostabHen Enzyms. Die so 
verwendeten Enzyme konnen gegebenenfalls in immobilisierter Form vorliegen. 



Beide Substrate (Donor und Akzeptor) werden beispielsweise in einem molaren 
15 Vertialtnis von 0,5-2 : 1 (bezogen auf L-Asparaginsaure : PPO) eingesetzt, 
vorzugsweise 0,75-1,5 : 1, insbesondere etwa aquimolar. Beim Einsatz von 
Gemischen von L- und D-Asparaginsauren(salzen) ist die molare Menge von L- 
Asparaginsaure(salz) maBgebend. PPO-Derivate sind in molaren Mengen 
entsprechend PPO einzusetzen. Die Anwesenheit von Glutamat in der 
20 Substratlosung ist nicht notwendig. Einige der gefundenen Enzyme weisen eine 

ausgezeichnete Thermostabilitat auf. Die ProzeGfCihrung ist daher in einem weiten 
Temperaturbereich moglich, beispielsweise bei Temperaturen von 10 bis QS'^C, 
vorzugsweise von 40 bis 90*^0, insbesondere von 60 bis 85*^0. Bei Enzymen, die 
keine besondere Thermostabilitat aufweisen liegt der bevorzugte Temperaturbereich 
25 bei 20 bis 70^*0, insbesondere bei 30 bis 40**C: 



Durch die relativ hohen Temperaturen laBt sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
erheblich beschleunigen, was auch die Umsetzung von konzentrierteren 
Substratlosungen (10 % ig) mit hohen Raum/Zeit-Ausbeuten ermoglicht. Die 
30 Reaktion erfolgt vorzugsweise bei einem pH-Wert im Bereich von 6,5-10, 

vorzugsweise von 7 bis 9, insbesondere von 7,5 bis 8,5 in einem entsprechend 
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geeigneten Puffers/stem mit einem pKa-Wert im Bereich von 7-9, unter a'nderem 
Phosphat- Oder Tris-Puffer. Uberraschenderweise besitzen die biochemisch naher 
charakterisierten Enzyme keine Spezifitat fur GABA und untersdneiden sich somit 
deutlich von bisher bekannten L-PPT/PPO-spezifischen Transaminasen. 

5 

Besonders hohe Konversionsraten lassen sich in der Reaktion erreichen, wenn die 
Entstehung von Alanin wahrend der Transaminierung vermieden bzw. minimiert 
werden kann. Zu diesem Zweck konnen gegebenenfalls optimierte ASP-TA- 
Varianten ohne Substratspezifitat fur Pyruval verwendet werden. Altemativ kann 

10 Pyruvat pRysikalisch, z. B. durch Verwendung selektiv permeabler Membranen 
und/oder chemisch bzw. enzymatisch, z. B. durch Umsetzung mit Pyruvat- 
Decarboxylase, Pyruvat-Oxidase oder Acetolactat-Synthase aus dem 
Reaktionsansatz entfemt werden (siehe z,B. Taylor et a!., TIBTECH (1998) vol. 16, 
412-418; Fotheringham et al., CHIMICA OGGI/chemistry today (1997), 9/10. 33-38; 

15 WO 98/53088). 

Die Reinigung des Produkts, L-PPT, aus der Reaktionslosung kann gegebenenfalls 
nach bekannten und ubiichen Verfahren erfolgen, beispielsweise durch Extraktion 
mit Methylisobutylketon oder uber eine Kationenaustauscherchromatographie, z.B. 

20 mit Amberlite® IR 120 (Hersteller Sigma). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in den folgenden Beispielen weitergehend 
erlautert und die Erfindung in den Patentanspruchen definiert. Die nachfolgenden 
Beispiele sind insofern nicht limitierend zu verstehen. 
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Beispiele; 

1 .) Isoliemng von Bodenmikroorganismen mit L-PPT-spezifischer Aspartat- 
Transaminase Aktivitat: 

5 

Je 1g verschiedener Bodenproben (Humus, Lehm, Sand/Schwanheimer DQne, 

Frankfurt) wurden mit 10 ml 10 mM NaPhosphat-Puffer, pH = 7,0 fur 1 h bei 

Raumtemperatur extrahiert. Aus den Extrakten wurden Anreicherungskulturen in 

folgendem-Medium angeimpft: 
10 ^ 

5 mM Glucose 
5 mM Succinat 

10 mM Glycerin 

10 mM PPO 
15 10 mM L-Asparaginsaure 

50 ml/I Losung A 

25 ml/l Losung B 

Losung A: 50 g/1 K2HPO4 
20 Losung B: 2,5 g^ MgS04 
0,5 g/l NaCI 

25 ml/1 aus einer Stammlosung 
enthaltend 

25 



30 



1 g/l FeS04 x 7 H2O 
0,22 g/l MnS04 x H2 O 
0,1 g/l H3 BO3 
0,1 g/l Na2Mo04x2 H2O 
0,18 g/l ZnS04x7 H2O 
0,16 g/l CUSO4X5 H2O 
0,1 g/l C0CI2X6 H2O 
1 ml/1 1 N HCl 
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Die Kulturen wurden fur 3-5 Tage bei 28''C und 200 rpm auf einem Schuttler 
inkubiert. Aus einer der getesteten Bodenproben (Humus) lieBen sich 
Mikroorganismen anreichern, die mit L-Asparaginsaure als alleiniger N-Que!le 
wachsen konnten. Die Kultur wurde mehrfach im gleichen Medium weiterpassagiert 
5 und dann zur Isolierung von Einzelklonen auf Agar-Medium der gleichen 

Zusammensetzung ausplattiert. Nach Inkubation fur 3-5 Tage bei 28**C wurden 
insgesamt 100 Einzelkolonien Isoliert und wieder in Flussigmedium angeimpft (siehe 
oben). Die Vereinzelung auf Agar-Platten wurde noch 2 x wiederholt, um die 
Gewinnung von Reinkulturen sicherzustellen. 
10 Nach diesen Selektionszyklen waren 20 Einzelstamme vorhanden, die mit L- 
Asparaginsaure als alleiniger N-Quelie wachsen konnten. 

Zum Testen auf PPO/Asp-Transaminase-Aktivitat wurden je 2 ml Kulturen der 
Stamme wie oben angezogen. AnschlieBend wurden je 400 pi der Kulturen mit 0,5 % 
15 Toluol, 0,5 % Ethanol fur 30 min. bei 37**C permeabilisiert. Die Zellpellets wurden in 
je 50 jjj Reaktionsmix bestehend aus 50 mM PRO, 50 mM L-Asparaginsaure, 50 mM 
Tris/HCI, pH = 8,0, 10 jjM Pyridoxalphosphat resuspendiert und uber Nacht bei 28°C 
inkubiert. 

20 Zur qualitativen Bestimmung des gebildeten PPT wurden die Reaktionsuberstande 
1:5 in Wasser verdunnt und davon je 5 ^1 durch Dunnschichtchromatographie auf 
HPTLC-Zellulose-Platten (Merck) mit n-Butanol : Eisessig : Wasser = 60 : 15 : 25 als 
Laufmittel anatysiert. Die Aminosauren wurden durch Ninhydrin-Farbung visualisiert. 
Bei 4 Stammen (DSM 13353, DSM 13354. DSM 13355, DSM 13356; alle Stamme 

25 wurden bei der „Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH" hinterlegt.) konnte die Bildung von Phosphinothricin nachgewiesen werden. 
Die Enantiomerenreinheit des Reaktionsproduktes wurde durch chirale HPLC [mit 
der Trennsaule Chirex® (D) mit Penicillamin als Matrix (Hersteller Phenomenex) 
untersucht] (Laufmittel: 2 mM CUSO4. 10 % Methanol, Flu&rate: 0.5 ml/min., UV- 

30 Detektion: 254 nm, Retentionszeiten: L-PPT: ca, 17 min., D-PPT: ca. 21 min.). In 
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alien 4 untersuchten Testproben konnte hierdurch L-PPT und kein D-PPT als 
Reaktionsprodukt nachgewiesen werden. 



Zur Herstellung von L-PPT durch Biotransformation sowie einer quantitativen 
5 Analyse des Reaktionsverlaufs wurden je 11 Kulturen der Bodenbakterienstamme 
DSM 13354. DSM 13355 und DSM 13356 im Medium wie auf S. 7 beschrieben. fur 
48 Stunden bei 28*C angezogen. Die Zellen wurden durch Abzentrifugieren 
geemtet. 1x in 10 mM NaCI, 10 mM NaPhosphat, pH = 7,5 gewaschen und 
anschlieBend uber Nacht lyophilisiert. 
10 Zur Durchfuhrung der Biotransformation wurden je 200 mg Zelltrockenmasse der 
oben bezeichneten Bodenbakterienstamme in 10 ml derfolgenden Substratlosung 
resuspendiert: 
100 mM PPO 

200 mM L-Asparaginsaure 
15 100 mM Tris/HCL. pH = 8,0 
1 mM Pyridoxalphosphat 

Die Ansatze wurden auf dem Inkubationsschuttler bei 200 rpm und 37^*0 inkubiert. 

Nach 1, 2, 4, 8. 24 und 30 h wurden je 200 ^il Proben entnommen und in der HPLC, 

wie aus 8 beschrieben. analysiert. Die MeSergebnisse fur L-PPT und L- 
20 Asparaginsaure sind in der Tabelle 1 zusammengefalit. Die maximal erzielte 

Konversionsrate [produziertes L-PPT/PPO im Substrat x 100] lag bei ca. 59% (DSM 

13355). 
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Tabelle 1 : Reaktionsverlauf der PPO/Aspartat-Transaminiemng durch 
Biotransformation mit Bodenisolaten 



Stamm 


Reaktionszeit [h]* 


L-PPT (mM] 


Asparaginsaure [mMJ 










DSM 13354 


1 


3.9 


174.0 




2 


5.7 


150,0 




4 


10,3 


100,0 


- 


8 


23,8 


30.3 




24 


38,3 


0 




30 


48,4 


0 , . 










DSM 13355 


1 


4,5 


143,1 




2 


7,7 


122,7 




4 


11.1 


98,8 




8 


24,8 


76.4 




24 


44,9 


17.2 




30 


59,1 


9,8 










DSM 13356 


1 


5,7 


138,1 




2 


8,4 


124,4 




4 


12,5 


95,9 




8 


27,5 


58,8 




24 


51,3 


14,3 




30 


49,6 


7,2 



*: Reaktionstemperatur: 37 ''C 
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2.) Nachweis der direkten PPO/Aspartat-Transaminierung mit Transaminase- 
Enzympraparaten: 

Insgesamt 7 versdiiedene, kommerziell ertialtllche Transaminasen wurden auf 
PPO/Aspartat-Transaminieaing getestet Aus Mikroorganismen stammende 
(thermostabile Transaminasen AMN-001-01, -001-02. -001-03, -001-04. -001-05, 
enthalten in den Aminotransferase-Testkit von Diversa CAT# AMN-001 (1998); 
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pymvat-Transaminase (GPT), 
Sigma). Die Enzympraparate wurden mit einer Proteinkonzentration von 5 mg/ml in 
50 mM Tris/HCI-Puffer, pH = 8,0 geiost und anschlieliend uber Nacht bei 4°C gegen 
den gleichen Puffer dialysiert. Dadurch sollten in den Enzympraparationen 
moglicherweise vorhandene Aminodonoren und -akzeptoren, die als 
ZwischenCibertrager bei der Transaminierung fungieren konnten, entfemt werden. 
Die Enzymlosungen \Aairden anschlieSend auf 1 mg/ml eingestellt und in 50 pi 
Ansatzen mit Reaktionspuffer bestehend aus 50 mM PPO, 50 mM L-Asparaginsaure, 
50 mM Tris/HCI. pH = 8,0, 10 pM Pyridoxalphosphat fur 1 h bei der fur das jeweilige 
Enzym optimalen Temperatur inkubiert. 

Die Enzymtests wurden durch Dunnschichtchromatographie und chirale HPLC, wie 
20 in Beispiel 1 beschrieben, anaiysiert, Bei 2 der thermostabilen Enzyme, AMN-001 -03 
und AMN'-001-04 (Reaktionstemperatur: 80**C), konnte die enantioselektive Bildung 
von L-PPT durch Transaminierung aus L-Asparaginsaure nachgewiesen werden. 
Alle anderen getesteten Enzyme zeigten keine Reaktivitat. 



10 
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3.) Quantitative Untersuchung der PPO/Aspartat-Transaminierung mit der 
thermostabilen Transaminase AMN-001-03: 



Aufgnjnd der hoheren spezifischen Aktivitat wurde die Transaminase AMN-001-03 
5 fur die genauere Charakterisierung der L-PPT-Synthese-Reaktion ausgewahlt. 1 ml 
einer Substratlosung bestehend aus 40 mM PPO, 48 mM L-Asparaginsaure, 50 mM 
Tris/HCI, pH = 8,0, 0,1 mM Pyridoxalphosphat wurden mit 1 mg Transaminase AMN- 
001-03 bei 80*C inkubiert. Zur Analyse des Reaktionsveriaufs \Aajrden uber einen 
Zeitraum von 24 h je 50 pi Aliquots abgenommen und bei -20^*0 eingefroren, PPT 

10 und Aspartat wurden im Aminosaureanalysator (Biotronic LC 5001) bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt Unter den gewahlten Bedingungen wurde 
das Reaktionsgleichgewicht der L-PPT-Synthese nach 2-4 h erreicht Der 
eingesetzte Aminodonor L-Asparaginsaure war nach 7 h volistandig verbraucht. Es 
wurde eine Konversionsrate [produziertes L-PPT/PPO im Substrat x 100] von ca. 75 

15 % erzielt. 

Tabelle 2: Reaktionsverlauf der PPO/Aspartat-Transaminierung mit Transaminase 
AMN-001-03 



Reaktionszeit [h]* 


L-PPT [mM] 


Aspartat [mM] 








0 


0 


53,4 


1 


9.5 


47,8 


2 


20,8 


33,8 


4 


25,7 


12.5 


7 


29,7 


0 


24 


28.1 


0,4 



20 Reaktionstemperatur: SO^'C 
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4.) Enzymatische, chirale Synthese von L-PPT aus PPO und Aspartat mit partiell 
gereinigter thermostabiler Transaminase AMN-001 -03: 

Fur die Syntheseversuche wurde partiell gereinigte Transaminase AMN-001 -03 mit 
5 einer spezifischen Aktivitat von 107 nkatymg Protein (1 nkat = 1 nmol Aspartat/sec.) 
eingesetzt. Die Reaktionslosung mit einem Volumen von 1 ml enthielt 552 mM PPO 
(10 %), 700 mM L-Asparaginsaure. 0,1 mM Pyridoxalphosphat, pH = 8,0, eingestellt 
mit KHCO3 und 1 1,5 mg Enzym, Der Ansatz wurde bei 80**C inkubiert. 
Probenabnahme und Analytik erfolgten wie in Beispiel 3 beschrieben. 
10 ^ 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. In diesem Versuch war das 
Reaktionsgleichgewicht bereits nach 1 h erreicht. Der Aminodonor L-Asparaginsaure 
war nach 4 h nahezu voilstandig verbraucht. Die Konversionsrate betrug ca. 52 % 
und die Raum/Zeit-Ausbeute lag bei 4,5 [g L-PPT/g Biokatalysator/ h]. In einem 

1 5 Paralielversuch mit gleicher Substratlosung und Enzymkonzentration aber einer 
Reaktionstemperatur von 60*C. vsojrde eine ahniiche Konversionsrate bei alierdings 
deutlich verminderter Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Die Raum/Zeit-Ausbeute 
betrug nur 0,95 [g L-PPT/g Biokatalysator/h]. Diese Ergebnisse belegen die groBe 
Bedeutung der hohen Temperaturstabilitat der Transaminase fur die Umsatzrate und 

20 eine effektive Reaktionsfuhrung. 

Die nur maliige Konversionsrate von 52 % ist hauptsachlich auf die Bildung des 
Nebenproduktes Alanin durch Transaminierung von Pyruvat zuruckzufuhren. 
Wesentlich hohere Konversionsraten lassen sich erreichen, wenn die Entstehung 
25 von Alanin wahrend der Reaktion vermieden wird. 
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Tabelle 3: Herstellung von L-PPT durch Transaminierung mit partiell gereinigter 
themnostabiler Transaminase AMN-001-03 



Reaktionszeit [h]* 


L-PPT [mMl 


Aspartat [mM] 


Alanin [mM] 










0 


0 


700,0 


0 


0,5 


155.3 


405.8 


0 


1 


286,4 


193,1 


98.7 


2 


288,5 


15.2 


181,5 


4 " 


284,0 


1.9 


284.1 


8 


251,9 


1.3 


234,5 



*: Reaktionstemperatur: 80°C 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)- 
buttersaure (L-Phosphinothricin. L-PPT) der Formel (I), deren Derivaten 
und/oder Salzen 

^CO-OH 

H3C P CH2 CH2 C .(1) 

I / ^NH^ 

OH H 

aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB, PPO) der Formel 
(•I). 

O O 

II II 

HgC P CH2 CH2 C C OH 00 

OH 

20 deren Derivaten und/oder Salzen als Akzeptor durch enzymatische 

Transaminierung in Gegenwart von Aspartat als Donor, wobei die 
Transaminierung in Gegenwart einer oder mehrerer akzeptor-spezlfischen, 
Aspartat-Transaminasen (Asp-TA) zu Oxalacetat und der Verbindung der 
Formel (I), deren Derivaten und/oder Salzen erfolgt. 



Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dali die Umsetzung 
von Aspartat als Donor und eine Verbindung der Formel II, deren Derivate 
und/oder Saize als Akzeptor in Gegenwart von einer oder mehreren 
thermostabilen akzeptor-spezifischen Aspartat-Transaminasen erfolgt. 



30 
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3. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dali die akzeptor-spezifischen Aspartat-Transaminasen eine 
geringe Substratspezifitat fur Pyruvat aufweisen, so da(i die Bildung des 
Nebenprodukts Alanin moglichst vermieden wird. 

5 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB vorhandenes Pyruvat aus der Reaktionsmischung 
physikalisch. chemisch und/oder enzymatisch entfemt wird. 

10 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dali die Umsetzung 
des Pyruvat in Gegenwart von einer oder mehreren Acetolactat-Synthasen 
(ALS) zu Acetolactat erfolgt. 



6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dali die Umsetzung 
15 des Pyruvat in Gegenwart einer Pyruvat-Decarboxylase zu Acetaldehyd 

erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daU die Umsetzung 
des Pyruvat in Gegenwart einer Pyruvat-Oxidase zu Acetyiphosphat erfolgt. 

20 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 5 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Umsetzung von Pyruvat in Gegenwart eines 
thermostabilen Enzyms erfolgt. 

25 9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch 

gekennzeichnet, dali ein oder mehrere der Transaminasen in immobilisierter 
Form vorliegen, 

10. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13353 

30 

11. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13354 
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12. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13355 

13. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 1 3356 
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(57) Abstract 

The patent application describes a method for the enzymatic, chiral synthesis of L-phosphinothricine by means of transamination 
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engineering using approximately equimolar amounts of aminodonor and aminoacceptor, whereby the donoramino acid aspartate is completely 
used. The use of thermostable transaminases enables high reaction velocity and correspondingly high room/time efficiencies. 

(57) Zusammenfassung 

Die Patentanmeldung beschreibt ein Verfahren zur enzymatischen. chiralen Synthase von L-Phosphinothricin durch Transaminierung 
aus seiner korrespondierenden KetosSure PPO mit Aspartat als Aminodonor. Durch geeignete Reaktionsfiihrung kann eine quantitative 
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Beschreibung 

Verfahren zur Herstellung von L-Phosphinothricin durch enzymatische 
Transaminierung mit Aspartat 

Die Erfindung betrifft das technische Gebiet der Synthase von Pflanzenschutzmittel- 
wirkstoffen, insbesondere die Synthese von L-2-Amino~4-(hydroxymethylphosphinyl) 
buttersaure (L-Phosphinothricin, L-PPT) aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo- 
buttersaure (HMPB, PPO) durch enzymatische Transaminierung in Gegenwart von 
Aspartat in Gegenwart einer PPO-spezifischen Aspartat-Transaminase (Asp-TA). 
Die Verbindung L-PPT, deren Saize und einige Derivate davon sind herbizid 
wirksame nicht-proteinogene Aminosauren bzw. SaIze und Derivate davon (DE-A- 
2717440). Die jeweilige L-Form ist dabei biologisch aktiv, wahrend die jeweilige D- 
Form praktisch unwirksam ist (DE-A-2856260). 

Es ist bereits bekannt, daB sich Transaminasen aufgrund ihrer hohen 
Stereoselektivitat und einer relativ breiten Substratspezifitat besonders fur die 
chirale, enzymatische Synthese von Aminosauren aus ihren korrespondierenden 
Ketosaurevorstufen eignen. Ein Nachteil fur den technischen Einsatz von 
Transaminasen ist jedoch ihre Gleichgewichtskonstante von ca. 1, so daB das 
gewunschte Produkt im allgemeinen nur in einer 50 % igen Ausbeute entstehen 
kann (US-A-4,826,766). In EP-A-0344683 und in US-A-5.221,737 wird die 
Herstellung des herbiziden Wirkstoffs L-Phosphinothricin [(L-Homoalanin-4-yl- 
(methyi)phosphinsaure, L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure, L- 
PPT)], einer nicht-proteinogenen Aminosaure, durch Transaminierung aus der 
korrespondierenden Ketosaure [(2-Oxo-4-((Hydroxy)(Methyl)Phosphinoyl)- 
buttersaure, PPO)] mit 4-Aminobutyrat : 2-Ketoglutarat -Transaminase (GABA- 
Transaminase, EC 2.6.1.19) aus Escherichia co// beschrieben. Fur eine quantitative 
Umsetzung v^ird ein hoher molarer GberschuR des Aminodonors Glutamat benotigt, 
was die Aufreinigung des Reaktionsproduktes erschwert. 
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Eine Losung dieses Problems ist durch die Verwendung von Aspartat als 
Aminodonor moglich, da die korrespondierende Ketosaure Oxaiacetat in waBrigem 
Milieu instabil ist und spontan zu Pyruvat decarboxyliert. Durch die Entfernung eines 
Reaktionsproduktes aus dam Gieichgewicht kann keine Ruckreaktion stattfmden und 
5 eine quantitative Umsetzung ist auch bei aquimolarem Einsatz von Ketosaure und 
Donoraminosaure moglich. Ein solches Verfahren wird z.B. in der EP-A-01 35846 
beschrieben. 

Die Anwendung dieses Prinzips auf die enzymatische Synthese von L- 
10 Phosphinothricin war jedoch bisher nicht moglich, da die beschriebene GABA- 
Transaminase Aspartat als Aminodonor nicht akzeptiert und auch keine andere 
Transaminase mit gemeinsamer Spezifitat fur L-Phosphinothricin und Aspartat 
bekannt war. 

15 Hilfsweise wurde ein gekoppeltes 2-En2ym-System, bestehend aus PPT-spezifischer 
Transaminase und Glutamat : Oxaiacetat - Transaminase (GOT, EC 2.6.1.1) 
vorgeschlagen (EP-A-0249188 und EP-A-0477902). Bei dieser Reaktionsfuhrung 
wird das bei der Synthese von L-PPT verbrauchte Glutamat mittels GOT aus 
Aspartat regeneriert. Die Aspartat-Transaminase selbst hat keine Spezifitat fur L- 

20 PPT/PPO. Die spontane Umwandlung von Oxaiacetat zu Pyruvat fiihrt auch fur die 
Gesamtreaktion zu einer Gleichgewichtsverschiebung in Richtung L-PPT-Synthese. 
Dabei sind quantitative Produktausbeuten bei aquimolarem Einsatz von PPO und 
Aspartat und deutlichem UnterschuE von Glutamat moglich. 

25 Durch diesen gekoppelten Enzymprozefi kann die Uberdosierung der in der 

Substratlosung vorhandenen Donoraminosauren gegenuber der Akzeptorketosaure 
PPO deutlich vermindert werden, was die Aufarbeitung der Produktlosung 
vereinfacht. Jedoch ist bei der gekoppelten Reaktionsfuhrung weiterhin die 
Verwendung von Glutamat erforderlich, das - im Gieichgewicht mit Ketoglutarat - im 

30 Reaktionsprodukt verbleibt oder durch aufwendige Reinigungsverfahren von der 

strukturell sehr ahnlichen Aminosaure L-PPT abgetrennt werden muS. Aulierdem ist 
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die Optimierung der Reaktionsfuhrung mit 2 Enzymen auf Grund der 
unterschiedlichen kinetischen Parameter schwieriger als mit einem Enzym. 

Obwohl bisher bekannte Aspartat-Transaminasen, wie z.B. GOT keine Umsetzung 
5 von PPO zeigen, wurden nun uberraschenderweise Aspartat-Transaminasen aus 
Mikroorganismen gefunden, die ebenfalls L-PPT/PPO mit hoher Spezifitat als 
Substrat akzeptieren. Diese Enzyme katalysieren eine direkte Obertragung der 
alpha-Aminogruppe des Aspartats auf PPO. 

10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von 
L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphinothricin, L-PPT) der 
Formel (I), deren Derivaten und/oder Salzen, 



.CO-OH 



15 H3C p CH2 CH2 c 



NH2 



OH H 



aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB, PPO) der Formel (II), 

o 00 



20 

H3C P CH2 CH2 c c OH 00 

OH 

deren Derivaten und/oder Salzen als Akzeptor durch enzymatische Transaminierung 
25 in Gegenwart von Aspartat als Donor, wobei die Transaminierung in Gegenwart 
einer Oder mehrerer akzeptor-spezifischen, vorzugsweise PPO-spezifischen 
Aspartat-Transaminasen (Asp-TA) zu Oxalacetat und der Verbindung der Formel (I), 
deren Derivate und/oder Salzen erfolgt, vorzugsweise in Gegenwart von einer oder 
mehreren thermostabilen und/oder isolierten Aspartat-Transaminase und ganz 
30 besonders bevorzugt in Gegenwart von einer oder mehreren Aspartat- 
Transaminasen mit einer moglichst geringen Substratspezifitat fur Pyruvat, so da(2> 
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die Bildung des Nebenprodukts Alanin reduziert oder weitgehend vermieden werden 
kann. 



Seize von L-PPT sind im allgemeinen Saize mit anorganischen und/oder 
5 organischen Sauren oder Mono- und Disaize mit anorganischen und/oder 

organischen Basen. SaIze mit Sauren (Saureadditionssaize) sind beispielsweise 
SaIze mit Mineralsauren, wie Salzsaure (Hydrochlorid) oder Schwefelsaure (Sulfate), 
Oder mit Kohlensaure (Carbonate. Hydrogencarbonate) oder mit organischen 
Sauren, wie Essigsaure (Acetate), Ameisensaure (Formiate), Propionsaure 
10 (Propiate) oder Weinsaure (Tartrate). Saize mit Basen sind beispielsweise Alkali- 
und Erdalkalimetallsaize, Ammoniumsaize, SaIze mit organischen Aminen, wie 
primaren, sekundaren oder tertiaren Aminen, und quartare Ammoniumsaize. 

Derivate sind beispielsweise Ester von L-PPT, die an der Phosphinsauregruppe 
15 verestert sind, beispielsweise verestert sind mit Ci-Ci2-Alkanolen wie Methanol, 
Ethanol, n-Propanol, i-PropanoI, n-, i- und sec- oder tert-Butanol und Cs-Ce- 
Cycloalkanolen wie Cyclohexanol. Derivate sind auch Ester von L-PPT die alternativ 
Oder zusatzlich an der Carbonsauregruppe verestert sind, beispielsweise mit den 
bereits vorstehend genannten Alkoholen. Derivate sind auch das Carbonamid von L- 
20 PPT und dessen Derivate, gegebenenfalls N-AlkyI oder N,N-Dialkylamide mit 
vorzugsweise 1 bis 4 C-Atomen im Aikylteil, 



Derivate von PPO sind beispielsweise deren Salze mit anorganischen und/oder 
organischen Basen, wobei dafur geeignete Basen bereits im Zusammenhang mit L- 

25 PPT genannt wurden. Derivate sind beispielsweise auch Ester von PPO, die an der 
Carbonsauregruppe oder der Phosphinsauregruppe oder beiden verestert sind. Als 
Alkohole fur die Estergruppen eignen sich formal die fur Ester von L-PPT geeigneten 
Alkohole, vorzugsweise die dort genannten Alkanole. Derivate sind auch das 
Carbonamid von PPO und dessen Derivaten, die an der Phosphinsauregruppe 

30 verestert sind, sowie gegebenenfalls entsprechende N-AlkyI oder N.N-Dialkylamide. 
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Aspartat bezeichnet vorzugsweise L-Asparginsaure oder deren Saize, vorzugsweise 
Alkalimetallsalze. Als Aspartat kann aber auch L-Asparaginsaure in Mischungen mit 
D-Asparaginsaure, beispielsweise als racemische D,L-Asparaginsaure eingesetzt 
werden. 

5 

Alternativ kann in dem erfindungsgemalien Verfahren gegebenenfalls vorhandenes 
Pyruvat aus der Reaktionsmischung physikalisch, chemisch und/oder enzymatisch 
entfernt werden, vorzugsweise durch Umsetzung mitteis enzymatische Katalyse, z.B. 
durch Acetolactat-Synthase (ALS), Pyruvat-Decarboxylase, Pyruvat-Oxidase, 
10 insbesondere Acetolactat-Synthase; ganz besonders bevorzugt erfolgt die 

Umsetzung von Pyruvat in Gegenwart eines relativ thermostabilen Enzyms. Die so 
verwendeten Enzyme konnen gegebenenfalls in immobilisierter Form vorliegen. 

Beide Substrate (Donor und Akzeptor) werden beispielsweise in einem molaren 
15 Verhaltnis von 0,5-2 : 1 (bezogen auf L-Asparaginsaure : PPO) eingesetzt, 
vorzugsweise 0,75-1 ,5:1, insbesondere etwa aquimolar. Beim Einsatz von 
Gemischen von L- und D-Asparaginsauren(salzen) ist die molare Menge von L- 
Asparaginsaure(salz) mafigebend. PPO-Derivate sind in molaren Mengen 
entsprechend PPO einzusetzen. Die Anwesenheit von Glutamat in der 
20 Substratlosung ist nicht notwendig. Einige der gefundenen Enzyme weisen eine 
ausgezeichnete Thermostabilitat auf. Die Prozeflfuhrung ist daher in einem weiten 
Temperaturbereich moglich, beispielsweise be! Temperaturen von 10 bis 95*C, 
vorzugsweise von 40 bis 90**C, insbesondere von 60 bis SS^'C. Bei Enzymen, die 
keine besondere Thermostabilitat aufweisen liegt der bevorzugte Temperaturbereich 
25 bei 20 bis 70X, insbesondere bei 30 bis 40X. 

Durch die relativ hohen Temperaturen lafit sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
erheblich beschleunigen, was auch die Umsetzung von konzentrierteren 
Substratlosungen (10 % ig) mit hohen Raum/Zeit-Ausbeuten ermoglicht. Die 
30 Reaktion erfolgt vorzugsweise bei einem pH-Wert im Bereich von 6,5-10, 

vorzugsweise von 7 bis 9, insbesondere von 7,5 bis 8,5 in einem entsprechend 
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geeigneten Puffersystem mit einem pKa-Wert im Bereich von 7-9. unter anderem 
Phosphat- Oder Tris-Puffer, Oberraschenderweise besitzen die biochemisch naher 
charakterisierten Enzyme keine Spezifitat fur GABA und unterscheiden sich somit 
deutlich von bisher bekannten L-PPT/PPO-spezifischen Transaminasen. 

5 

Besonders hohe Konversionsraten lassen sich in der Reaktion erreichen, wenn die 
Entstehung von Alanin wahrend der Transaminierung vermieden bzw. minimiert 
warden kann. Zu diesem Zweck konnen gegebenenfalls optimierte ASP-TA- 
Varianten ohne Substratspezifitat fur Pyruvat vervi'endet werden. Alternativ kann 

10 Pyruvat physikalisch, z. B. durch VenA^endung selektiv permeabler Membranen 
und/oder chemisch bzw. enzymatisch, z. B. durch Umsetzung mit Pyruvat- 
Decarboxylase, Pyruvat-Oxidase oder Acetolactat-Synthase aus dem 
Reaktionsansatz entfernt werden (siehe z.B. Taylor et al., TIBTECH (1998) voL 16, 
412-418; Fotheringham et al., CHIMICA OGGl/chemistry today (1997), 9/10, 33-38; 

15 WO 98/53088). 

Die Reinigung des Produkts, L-PPT, aus der Reaktionslosung kann gegebenenfalls 

nach bekannten und ubiichen Verfahren erfolgen, beispielsweise durch Extraktion 

mit Methylisobutylketon Oder uber eine Kationenaustauscherchromatographie, z.B. 
® 

20 mit Amberlite IR 1 20 (Hersteller Sigma). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in den folgenden Beispielen weitergehend 
eriautert und die Erfindung in den Patentanspruchen definiert. Die nachfolgenden 
Beispiele sind insofern nicht limitierend zu verstehen. 
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Beispiele: 

1.) Isoliemng von Bodenmikroorganismen mit L-PPT-spezifischer Aspartat- 
Transaminase AktivitSt: 

5 

Je 1g verschiedener Bodenproben (Humus, Lehm, Sand/Schwanheimer Dune, 
Frankfurt) wurden mit 10 ml10 mM NaPhosphat-Puffer, pH = 7,0 fur 1 h bei 
Raumtemperatur extrahiert. Aus den Extrakten wurden Anreicherungskulturen in 
folgendem Medium angeimpft: 

10 

5 mM Glucose 

5 mM Succinat 
1 0 mM Glycerin 
10 mM PPO 
15 10 mM L-Asparagins^ure 
50 ml/1 Losung A 
25 ml/I Losung B 

Losung A: 50 g/l K2HPO4 
20 Losung B: 2,5 g/l MgS04 
0.5 g/l NaCl 

25 mI/1 aus einer Stammlosung 
enthaltend: 

25 



30 



1 g/l FeS04 x 7 H2O 
0,22 g/l MnS04 x H2 O 
0,1 g/l H3 BO3 
0,1 g/l Na2 M0O4X2 H2O 
0,18g/IZnSO4x7 H2O 
0,15 g/l CUSO4X5H2O 
0.1 g/l C0CI2X6 H2O 
1 ml/1 1 N HCI 



wo 00/66760 PCT/EPOO/02809 

8 

Die Kulturen wurden fur 3-5 Tage bei 28**C und 200 rpm auf einem Schuttler 
inkubiert. Aus einer der getesteten Bodenproben (Humus) lieSen sich 
Mikroorganismen anreichern, die mit L-Asparaginsaure als alleiniger N-Quelie 
wachsen konnten. Die Kultur wurde mehrfach im gleichen Medium weiterpassagiert 
5 und dann zur Isolierung von Einzelklonen auf Agar-Medium der gleichen 

Zusammensetzung ausplattiert. Nach Inkubation fur 3-5 Tage bei 28''C wurden 
insgesamt 100 Einzelkolonien isoliert und wieder in Flussigmedium angeimpft (siehe 
oben). Die Vereinzelung auf Agar-Platten wurde noch 2 x wiederholt, urn die 
Gewinnung von Reinkulturen sicherzustellen. 
10 Nach diesen Selektionszyklen waren 20 Einzelstamme vorhanden, die mit L- 
Asparaginsaure als alleiniger N-Quelle wachsen konnten. 

Zum Testen auf PPO/Asp-Transaminase-Aktivitat wurden je 2 ml. Kulturen der 
Stamme wie oben angezogen. AnschlieBend wurden je 400 pi der Kulturen mit 0,5 % 
15 Toluol, 0,5 % Ethanol fur 30 min. bei ZT'C permeabilisiert. Die Zellpellets wurden in 
je 50 |jl Reaktionsmix bestehend aus 50 mM PRO, 50 mM L-Asparaginsaure, 50 mM 
Tris/HCI, pH = 8,0, 10 |jM Pyridoxalphosphat resuspendiert und uber Nacht bei 28''C 
inkubiert. 

20 Zur qualitativen Bestimmung des gebildeten PPT wurden die Reaktionsuberstande 
1:5 in Wasser verdunnt und davon je 5 \x\ durch Dunnschichtchromatographie auf 
HPTLC-Zellulose-Platten (Merck) mit n-Butanol : Eisessig : Wasser = 60 : 15 : 25 als 
Laufmittel analysiert. Die Aminosauren wurden durch Ninhydrin-Farbung visualisiert. 
Bei 4 Stammen (DSM 13353, DSM 13354, DSM 13355, DSM 13356; alle Stamme 

25 wurden bei der „Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH" hinterlegt.) konnte die Bildung von Phosphinothricin nachgewiesen werden. 
Die Enantiomerenreinheit des Reaktionsproduktes wurde durch chirale HPLC [mit 
der Trennsaule Chirex® (D) mit Penicillamin als Matrix (Hersteller Phenomenex) 
untersucht] (Laufmittel: 2 mM CUSO4, 10 % Methanol, FluBrate: 0,5 ml/min., UV- 

30 Detektion: 254 nm, Retentionszeiten: L-PPT: ca. 17 min., D-PPT: ca. 21 min.). In 
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alien 4 untersuchten Testproben konnte hierdurch L-PPT und kein D-PPT als 
Reaktionsprodukt nachgewiesen werden. 

Zur Herstellung von L-PPT durch Biotransformation sowie einer quantitativen 
5 Analyse des Reaktionsverlaufs wurden je 1 1 Kuituren der Bodenbakterienstamme 

DSM 13354, DSM 13355 und DSM 13356 im Medium wie auf S. 7 beschrieben, fur 

48 Stunden be! 28**C angezogen. Die Zellen wurden durch Abzentrifugieren 

geerntet, 1x in 10 mM NaCl, 10 mM NaPhosphat, pH = 7,5 gewaschen und 

anschlieG>end Ciber Nacht lyophilisiert. 
10 Zur Durchfuhrung der Biotransformation wurden je 200 mg Zelltrockenmasse der 

oben bezeichneten Bodenbakterienstamme in 10 ml der folgenden Substratlosung 

resuspendiert: 

100 mM PPO 

200 mM L-Asparaginsaure 
15 100 mM Tris/HCL. pH = 8.0 
1 mM Pyridoxalphosphat 

Die Ansatze wurden auf dem InkubationsschCittler bei 200 rpm und 37''C inkubiert. 

Nach 1 , 2, 4, 8. 24 und 30 h wurden je 200 ^1 Proben entnommen und in der HPLC, 

wie aus S. 8 beschrieben, analysiert. Die Mefiergebnisse fur L-PPT und L- 
20 Asparaginsaure sind in der Tabelle 1 zusammengefaBt. Die maximal erzieite 

Konversionsrate [produziertes L-PPT/PPO im Substrat x 100] lag bei ca. 59% (DSM 

13355). 
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Tabelle 1 : Reaktionsverlauf der PPO/Aspartat-Transaminierung durch 
Biotransformation mit Bodenisolaten 



Stamm 


Reaktionszeit [h]* 


L-PPT [mM] 


Asparaginsaure [mM] 










DSM 13354 


1 


3.9 


174,0 




2 


5,7 


150,0 




4 


10,3 


100.0 




8 


23,8 


30,3 




24 


38,3 


0 




30 


48,4 


0 










DSM 13355 


1 


4,5 


143,1 




2 


7,7 


122,7 




4 


11,1 


98,8 




8 


24,8 


76.4 




24 


44,9 


17.2 




30 


59,1 


9,8 










DSM 13356 


1 


5,7 


138.1 




2 


8,4 


124.4 




4 


12.5 


95,9 




8 


27,5 


58,8 




24 


51,3 


14,3 




30 


49,6 


7,2 



*: Reaktionstemperatur: 37 *C 
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2.) Nachweis der direkten PPO/Aspartat-Transaminierung mit Transaminase- 
Enzympraparaten: 

Insgesamt 7 verschiedene, kommerziell erhaltliche Transaminasen warden auf 
5 PPO/Aspartat-Transaminierung getestet. Aus Mikroorganismen stammende 

(thermostabile Transaminasen AMN-001-01, -001-02, -001-03, -001-04, -001-05, 
enthalten in den Aminotransferase-Testkit von Diversa CAT# AMN-001 (1998); 
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), 
Sigma). Die Enzympraparate wurden mit einer Proteinkonzentration von 5 mg/ml in 

10 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH = 8,0 gelost und anschlieSend uber Nacht bei A^'C gegen 
den gleichen Puffer dialysiert. Dadurch sollten in den Enzympraparationen 
moglicherweise vorhandene Aminodonoren und -akzeptoren, die als 
Zwischenubertrager bei der Transaminierung fungieren konnten, entfernt werden. 
Die Enzymlosungen \AAjrden anschlielSend auf 1 mg/ml eingestellt und in 50 pi 

15 Ansatzen mit Reaktionspuffer bestehend aus 50 mM PPG, 50 mM L-Asparaginsaure, 
• 50 mM Tris/HCi, pH = 8,0, 10 pM Pyridoxalphosphat fur 1 h bei der fur das jeweiiige 
Enzym optimalen Temperatur inkubiert. 

Die Enzymtests wurden durch Dunnschichtchromatographie und chirale HPLC, wie 
20 in Beispiel 1 beschrieben. analysiert. Bei 2 der thermostabilen Enzyme, AMN-001 -03 
und AMN-001 -04 (Reaktionstemperatur: 80**C), konnte die enantioselektive Bildung 
von L-PPT durch Transaminierung aus L-Asparaginsaure nachgewiesen werden. 
Alle anderen getesteten Enzyme zeigten keine Reaktivitat. 
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3.) Quantitative Untersuchung der PPO/Aspartat-Transaminierung mit der 
thermostabilen Transaminase AMN-001-03: 



Aufgrund der hoheren spezifischen Aktivitat wurde die Transaminase AMN-001-03 
5 fur die genauere Charakterisierung der L-PPT-Synthese-Reaktion ausgewahlt. 1 ml 
einer Substratlosung bestehend aus 40 mM PPO, 48 mM L-Asparaginsaure, 50 mM 
Tris/HCt, pH = 8,0, 0,1 mM Pyridoxalphosphat wurden mit 1 mg Transaminase AMN- 
001-03 bei 80**C inkubiert. Zur Analyse des Reaktionsveriaufs wurden uber einen 
Zeitraum von 24 h je 50 pi Aliquots abgenommen und bei -20°C eingefroren, PPT 

10 und Aspartat wurden im Aminosaureanalysator (Biotronic LC 5001) bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Unter den gewahlten Bedingungen wurde 
das Reaktionsgleichgewicht der L-PPT-Synthese nach 2-4 h erreicht. Der 
eingesetzte Aminodonor L-Asparaginsaure war nach 7 h vollstandig verbraucht. Es 
wurde eine Konversionsrate [produziertes L-PPT/PPO im Substrat x 100] von ca. 75 

15 %erzielt. 

Tabelle 2: Reaktionsverlauf der PPO/Aspartat-Transaminierung mit Transaminase 
AMN-001-03 



Reaktionszeit [h]* 


L-PPT [mM] 


Aspartat [mM] 








0 


0 


53.4 


1 


9.5 


47,8 


2 


20,8 


33,8 


4 


25,7 


12.5 


7 


29,7 


0 


24 


28,1 


0,4 



20 *: Reaktionstemperatur: 80 C 
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4.) Enzymatische, chirale Synthese von L-PPT aus PPO und Aspartat mit partiell 
gereinigter thermostabiler Transaminase AMN-001 -03: 

Fur die Syntheseversuche wurde partiell gereinigte Transaminase AMN-001 -03 mit 
5 einer spezifischen Aktivitat von 107 nkat/mg Protein (1 nkat = 1 nmol Aspartat/sec.) 
eingesetzt. Die Reaktionslosung mit einem Volumen von 1 ml enthielt 552 mM PPO 
(10 %), 700 mM L-Asparaginsaure, 0,1 mM Pyridoxalphosphat, pH = 8,0, eingestellt 
mit KHCO3 und 11,5 mg Enzym. Der Ansatz wurde bei 80°C inkubiert. 
Probenabnahme und Analytik erfolgten wie in Beispiei 3 beschrieben. 

10 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefaHt. In diesem Versuch war das 
Reaktionsgleichgewicht bereits nach 1 h erreicht. Der Aminodonor L-Asparaginsaure 
war nach 4 h nahezu vollstandig verbraucht. Die Konversionsrate betrug ca. 52 % 
und die Raum/Zeit-Ausbeute lag bei 4,5 [g L-PPT/g Biokatalysator/ h]. In einem 

15 Parallelversuch mit gleicher Substratlosung und Enzymkonzentration aber einer 

Reaktionstemperatur von 60*^0, wurde eine ahnliche Konversionsrate bei alierdings 
deutlich verminderter Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Die Raum/Zeit-Ausbeute 
betrug nur 0,95 [g L-PPT/g Biokatalysator/h]. Diese Ergebnisse belegen die groBe 
Bedeutung der hohen Temperaturstabilitat der Transaminase fur die Umsatzrate und 

20 eine effektive Reaktionsfuhrung. 

Die nur maUige Konversionsrate von 52 % ist hauptsachlich auf die Bildung des 
Nebenproduktes Alanin durch Transaminierung von Pyruvat zuruckzufuhren. 
Wesentlich hohere Konversionsraten lassen sich erreichen, wenn die Entstehung 
25 von Alanin wahrend der Reaktion vermieden wird. 
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Tabelle 3: Herstellung von L-PPT durch Transaminierung mit partiell gereinigter 
thermostabiler Transaminase AMN-001-03 



Reaktionszeit [h]* 


L-PPT [mM] 


Aspartat [mM] 


Alanin [mM] 










0 


0 


700,0 


0 


0.5 


155.3 


405,8 


0 


1 


286,4 


193.1 


98,7 


2 


288,5 


15.2 


181.5 


4 


284,0 


1.9 


284,1 


8 


251,9 


1.3 


234,5 



*: Reaktionstemperatur: 80°C 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung von L-2-Amfno--4-(hydroxymethylphosphinyl)- 
buttersaure (L-Phosphinothricin, L-PPT) der Formel (1), deren Derivaten 
und/oder Salzen 



. CO-OH 



H3C P CH2 CH2 C ^ . (1) 

OH H 



NHj 



aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2HDxo-buttersaure (HMPB, PPO) der Formel 
(II). 

o 00 

II II II 

H3C P CH2 CH2 C C OH (II) 

OH 

20 deren Derivaten und/oder Salzen als Akzeptor durch enzymatische 

Transaminierung in Gegenwart von Aspartat als Donor, wobei die 
Transaminierung in Gegenwart einer oder mehrerer akzeptor-spezifischen, 
Aspartat-Transaminasen (Asp-TA) zu Oxalacetat und der Verbindung der 
Formel (1), deren Derivaten und/oder Salzen erfolgt. 



Verfalnren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dalS die Umsetzung 
von Aspartat als Donor und eine Verbindung der Formel II, deren Derivate 
und/oder Saize als Akzeptor in Gegenwart von einer oder mehreren 
thermostabilen akzeptor-spezifischen Aspartat-Transaminasen erfolgt. 



30 
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3. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die akzeptor-spezifischen Aspartat-Transaminasen eine 
geringe Substratspezifitat fur Pyruvat aufweisen, so da(i die Bildung des 
Nebenprodukts Alanin moglichst vermieden wird. 

5 

4. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dali vorhandenes Pyruvat aus der Reaktionsmischung 
physikalisch, chemisch und/oder enzymatisch entfernt wird. 

10 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da(J die Umsetzung 
des Pyruvat in Gegenv^^art von einer oder mehreren Acetolactat-Synthasen 
(ALS) zu Acetolactat erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dali die Umsetzung 
15 des Pyruvat in Gegenv^art einer Pyruvat-Decarboxylase zu Acetaldehyd 

erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dali die Umsetzung 
des Pyruvat in Gegenwart einer Pyruvat-Oxidase zu Acetylphosphat erfolgt. 

20 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 5 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Umsetzung von Pyruvat in Gegenwart eines 
thermostabiien Enzyms erfolgt. 

25 9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch 

gekennzeichnet, daft ein oder mehrere der Transaminasen in immobiiisierter 
Form vorliegen. 



1 0. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 1 3353 

30 

11. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13354 
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12. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13355 

13. Ein Mikroorganismus mit der Hinterlegungsnummer DSM 13356 
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